甲磺酸伊马替尼(Imatinib mesylate, IM)的广泛应用，大大延长了Ph染色体阳性急性淋巴细胞白血病(Ph^+^ ALL)和慢性髓性白血病(CML)患者的总体生存(OS)时间，但仍有部分患者因ABL激酶区突变出现IM耐药，其中T315I突变对一、二代酪氨酸激酶抑制剂(TKI)均耐药[@b1]，改善T315I突变患者的预后成了临床医师的难题。我们收集118例患者的资料，分析T315I突变在TKI耐药Ph^+^ ALL和CML患者中的发生情况及伴T315I突变患者的疗效，为临床治疗提供帮助。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例来源：郑州大学附属肿瘤医院2014年3月至2015年6月行ABL激酶区突变检测的118例TKI耐药患者，其中Ph^+^ALL 23例，CML 95例(慢性期、加速期、急变期分别为49、17、29例)。

2．诊断、TKI耐药前治疗及疗效标准：所有患者初诊时均行血常规、细胞形态学、细胞遗传学、分子生物学等实验室检查明确诊断，每隔3\~6个月进行复查。耐药前TKI应用剂量为IM 400 mg，每日1次，达沙替尼100 mg，每日1次。治疗过程中发现TKI耐药时，检测ABL激酶区突变。Ph^+^ ALL和CML的诊断、治疗及疗效标准参考文献[@b2]--[@b3]。TKI耐药定义参照文献[@b3]IM治疗CML慢性期患者治疗反应评估中的 "治疗失败"。

3．染色体分析、BCR-ABL转录本及ABL激酶区突变的检测：染色体标本行R显带分析，核型异常识别和描述参照《人类细胞遗传学国际命名体制(ISCN2009)》；应用实时定量PCR检测BCR-ABL转录本，敏感度为10^−4^\~10^−5^；TRIzol法提取标本中总RNA，经逆转录酶逆转成cDNA，通过扩增、电泳鉴定后，利用一代测序仪对PCR产物进行测序，检测ABL激酶区突变情况。

4．随访：通过门诊、电话等方式进行随访，随访截止时间为2015年7月31日，随访内容包括疾病缓解状态、白血病是否复发及存活情况等。

5．统计学处理：采用SPSS17.0软件进行统计学分析。运用χ^2^检验进行率的比较，T315I突变发生时间、生存分析采用Kaplan-Meier法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．ABL激酶区突变情况及T315I突变发生情况比较：23例TKI耐药的Ph^+^ ALL患者中，14例(60.9%)发生ABL激酶区突变，分别为T315I 8例，E255V、F317I各2例，E255K和F317 L各1例；95例TKI耐药的CML患者中，39例(41.1%)发生ABL激酶区突变45例次，分别为E255K 6例，T315I、Y253H各5例，M244V 4例，Y253H、F317L、F359V各3例，M351T、Q252H各2例，余G250E、E255V、T345S、F359C、V379L、M388L、H396R、E416S、M437V、S438C、L452L、E459K各1例。CML慢性期患者ABL激酶区突变发生率为38.8%(19/49)，加速期、急变期分别为47.1%(8/17)、41.4%(12/29)，差异无统计学意义(χ^2^=0.360，*P*=0.835)。在TKI耐药的Ph^+^ALL和CML患者中，T315I突变发生率分别为34.8% (8/23)和5.3%(5/95)，差异有统计学意义(χ^2^=13.586，*P* \<0.01)；在发生ABL激酶区突变患者中，T315I突变发生率分别为57.1%(8/14)和12.8% (5/39)，差异有统计学意义(χ^2^=8.669，*P*\< 0.05)。分析T315I突变发生时间，结果显示Ph^+^ALL和CML患者自开始TKI治疗至发生T315I突变的中位时间分别为10和19个月。

2．初诊时伴附加染色体异常的Ph^+^ALL和CML患者中T315I突变的比较：14例伴ABL激酶区突变的Ph^+^ALL患者中4例伴附加染色体异常，其中3例(75.0%)发生T315I突变；在10例染色体为单纯t(9; 22)患者中，5例(50.0%)发生T315I突变。在39例伴ABL激酶区突变的CML患者中，4例伴附加染色体异常，其中1例(25.0%)发生T315I突变，在35例染色体为单纯t(9;22)患者中，4例(11.4 %)发生T315I突变。

3．T315I突变患者临床资料：13例T315I突变患者的主要临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。T315I突变的8例Ph^+^ ALL患者中，男6例，女2例，中位年龄27(8\~59)岁；T315I突变的5例CML患者中，男2例，女3例，中位年龄44(36\~51)岁。5例T315I突变CML患者中Sokal评分中危3例，高危2例。加速期2例，急变期3例(急髓变2例，急淋变1例)。CML患者以BCR-ABL^210+^为主，Ph^+^ALL患者以BCR-ABL^190+^为主，各有1例为BCR-ABL^190/210^双阳性。

###### 13例T315I突变患者的临床资料

   例号  诊断        性别   年龄(岁)  就诊原因      WBC(×10^9^/L)   HGB(g/L)   PLT(×10^9^/L)   BCR-ABL类型
  ------ ---------- ------ ---------- ------------ --------------- ---------- --------------- -------------
    1    CML          女       51     脾大             125.14         104           124            210
    2    CML          女       46     发热             132.68         100          1161            210
    3    CML          男       44     发热              84.32          89           699          190/210
    4    CML          女       36     脾大              12.43          88           673            210
    5    CML          男       42     脾大             163.96          78           183            210
    6    Ph^+^ALL     男       10     发热              46.57         145           50             190
    7    Ph^+^ALL     男       59     紫癜             203.28          92           12             190
    8    Ph^+^ALL     男       29     发热             132.39          81           25             190
    9    Ph^+^ALL     男       25     乏力、出血        2.16           56            4             190
    10   Ph^+^ALL     女       50     乏力              1.35           63           89             190
    11   Ph^+^ALL     女       41     发热              83.72          88           99           190/210
    12   Ph^+^ALL     男       19     白细胞高         188.31         108           257            210
    13   Ph^+^ALL     男       8      发热              7.83           71           15             190

注：CML：慢性髓性白血病；Ph^+^ALL：Ph染色体阳性急性淋巴细胞白血病

4．T315I突变患者的治疗和转归：5例CML患者均行IM治疗，例1在进展至加速期时检测到T315I及F317 L突变，换用尼洛替尼联合亚砷酸及干扰素，获得完全血液学反应(CHR)；例2\~例4发生急变后换用达沙替尼联合化疗，均获得CHR，复发时行ABL激酶区突变检测，均为T315I阳性，继续采用达沙替尼联合化疗，无明显疗效。例5加速期时检测到T315I突变，换用达沙替尼后获得CHR。至随访截止时，5例CML患者均死亡。Ph^+^ALL患者中例6\~12均行IM联合化疗(例6、7复发后换用达沙替尼联合化疗)，均获得CHR。再次复发时均检测到T315I突变，之后例6行非血缘异基因造血干细胞移植(allo-HSCT)，预处理方案为改良全身照射／环磷酰胺，至随访结束，仍处于完全分子生物学反应(CMR)；例7、9行达沙替尼联合化疗，未见明显疗效；例8、例10\~12因经济原因继续采用IM联合化疗，仅例12达CHR。例13在确诊时已检测到T315I突变，行达沙替尼联合化疗，至随访截止时仍为未缓解([表2](#t02){ref-type="table"})。Ph^+^ALL、CML患者突变发生至死亡或随访终止的中位时间分别为2和3个月，中位血液学缓解持续时间分别为10和16个月，中位OS时间分别为13和42个月，由于例数太少，未进行统计学分析。

###### 13例T315I突变患者的治疗和转归

   例号  突变时TKI治疗及时间         最佳反应   突变后的治疗                    缓解情况   突变至死亡/随访终止(月)   血液学缓解持续时间(月)   OS时间(月)
  ------ --------------------------- ---------- ------------------------------ ---------- ------------------------- ------------------------ ------------
    1    IM 9个月                    CHR        尼洛替尼+As~2~O~3~+IFN            CHR                13                        9                  22
    2    IM 6个月，达沙替尼12个月    CMR        达沙替尼+CAG+L-Asp+Dex+CAR-T       NR                 5                        16                 42
    3    IM 2个月，达沙替尼2个月     CMR        达沙替尼+HA                       PHR                 1                        1                  5
    4    IM 23个月，达沙替尼11个月   CHR        达沙替尼+IFN                       NR                 1                        62                 75
    5    IM 29个月                   CMR        达沙替尼                          CHR                 3                        53                 58
    6    IM 7个月，达沙替尼12个月    CMR        达沙替尼+allo-HSCT                CMR                10                        8                  31
    7    IM 1个月，达沙替尼10个月    CMR        达沙替尼+VDLP                      NR                 2                        11                 13
    8    IM 8个月                    CMR        IM+CAG+L-Asp                       NR                 1                        8                  10
    9    IM 7个月                    CMR        达沙替尼+MA                        NR                 1                        7                  8
    10   IM 10个月                   CMR        IM+HA+IFN                          NR                 2                        10                 12
    11   IM 6个月                    CMR        IM +COAD                           NR                 5                        6                  11
    12   IM 10个月                   CHR        IM+Hyper-CVAD+COAD                CHR                 3                        11                 14
    13   IM 1个月                               达沙替尼+VDLP                      NR                 1                        0                  1

注：TKI：酪氨酸激酶抑制剂；IM：甲磺酸伊马替尼；CMR：完全分子生物学反应；CHR：完全血液学反应；NR：未缓解；PHR:部分血液学反应；As~2~O~3~：三氧化二砷；IFN：干扰素；CAG：阿糖胞苷＋阿克拉霉素＋G-CSF; L-Asp：左旋门冬酰胺酶；Dex：地塞米松；CAR-T：嵌合抗原受体T细胞免疫疗法；HA：高三尖杉酯碱＋阿糖胞苷；allo-HSCT：异基因造血干细胞移植；VDLP：长春新碱＋柔红霉素+ L-Asp＋泼尼松；MA：米托蒽醌+阿糖胞苷；COAD：环磷酰胺+长春地辛＋阿糖胞苷+地塞米松；Hyper-CVAD：环磷酰胺+长春新碱＋多柔比星＋地塞米松；OS：总生存

讨论 {#s3}
====

TKI能特异性抑制BCR-ABL表达，阻断细胞信号转导、抑制BCR-ABL阳性细胞增殖，并诱导细胞凋亡，使Ph^+^白血病的治疗进入了靶向治疗时代[@b4]--[@b5]。TKI是治疗CML的首选药物，对于Ph^+^ALL患者，TKI联合化疗进行诱导、巩固以及未缓解者的挽救治疗，可使CHR率升至90%\~100%[@b6]--[@b7]，但T315I突变的高危白血病患者疗效仍较差。

ABL激酶区突变是Ph^+^ALL和CML耐药、疾病复发、进展的最常见原因，约1/3 Ph^+^ALL患者初诊时已存在ABL激酶区突变的亚克隆，部分突变在TKI治疗的选择压力下出现，因此Ph^+^ALL复发时常伴ABL激酶区突变，尤其是接受过TKI治疗的患者[@b8]。本研究中我们收集的TKI耐药Ph^+^ALL和CML患者中，ABL激酶区突变发生率分别为60.9% (14/23)、41.1%(39/95)，其中T315I突变发生率为34.8%(8/23)、5.3%(5/95)。在ABL激酶区突变患者中，T315I发生率为57.1%(8/14)、12.8%(5/39)，同文献报道[@b9]--[@b10]类似。CML慢性期ABL激酶区突变发生率为38.8%(19/49)，加速期、急变期分别为47.1%(8/17)、41.4%(12/29)，差异无统计学意义(χ^2^=0.360，*P*=0.835)，与高冠论等[@b9]的报道一致。8例T315I突变Ph^+^ALL患者中7例为TKI治疗中出现，1例为初诊时已存在。Ph^+^ALL患者自IM治疗至发生T315I突变的中位时间为10个月，短于CML的19个月，间接反映Ph^+^ALL患者在IM治疗过程中存在易耐药的特点。

Johansson等[@b11]曾报道CML患者在Ph^+^基础上出现附加染色体异常，提示该基因组不稳定性增加，易出现疾病进展。Pfeifer等[@b12]研究发现Ph^+^ALL恶性克隆性细胞的基因组高度不稳定、易发生突变。本研究分析了T315I突变发生与初诊时染色体核型的关系，发现在初诊时已存在附加染色体异常的ABL激酶区突变Ph^+^ALL患者中，T315I突变比例为75.0%，略高于单纯t(9;22)患者的50.0%；在CML患者中两者比例分别为25.0%、11.4%，但由于病例数较少，均未进行统计学分析。Soverini等[@b13]曾报道部分Ph^+^ALL患者初诊时已存在T315I突变。本研究中例13在初诊时已检测出T315I突变并伴有附加染色体异常，行达沙替尼联合化疗，至随访截止时仍未获得血液学反应。

allo-HSCT是目前治疗伴T315I突变白血病的重要方法，尤其是对早期患者(病程小于12个月)[@b14]，但受供者等多种因素限制，大部分T315I突变患者未行allo-HSCT。近期有研究表明三氧化二砷对T315I突变细胞株KBM5R有诱导凋亡作用[@b15]，同时有文献报道干扰素联合IM可以克服T315I突变，有助于患者获得长期分子生物学反应[@b9]，除此之外嵌合抗原受体T细胞免疫疗法对T315I突变患者亦显露出初步疗效。本研究中例1行尼洛替尼联合干扰素治疗，突变消失，但1个月后再次进展，例2行嵌合抗原受体T细胞免疫疗法，例4行达沙替尼联合干扰素治疗，例10行IM联合干扰素治疗，但均为未缓解。另外，Cortes等[@b16]采用单药高三尖杉酯碱治疗62例TKI治疗失败、合并T315I突变的CML患者，77％的患者获得CHR，且治疗相对安全，其相关机制可能为高三尖杉酯碱能介导抗凋亡蛋白MCL-1的稳定性，进而促进肿瘤细胞的凋亡，且疗效发挥不受ABL激酶区突变的影响[@b17]--[@b18]。除此之外，博纳替尼(Ponatinib)作为第三代TKI药物，能有效克服T315I突变介导的耐药[@b19]，Ⅱ期临床试验结果表明Ponatinib对伴T315I突变的CML、Ph^+^ALL患者显示出抗白血病作用[@b20]。

Ph^+^ALL较CML更易出现T315I突变，但两者自开始TKI治疗至发生T315I突变的中位时间无明显差异。目前尚无其他已证实的有效治疗方法，待第三代TKI应用于临床后，伴T315I突变白血病患者的总体疗效可能将有所提高。
